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［摘　要］　目的　利用ＳｅａｈｏｒｓｅＸＦ９６探讨不同细胞浓度和血清对ＨＵＶＥＣ细胞和Ｕ８７细胞线粒体功能的影响。方法　利用
细胞线粒体应激试剂盒，在不同浓度的ＨＵＶＥＣ细胞和Ｕ８７细胞中加入抑制剂（寡霉素、解偶联剂、鱼藤酮和抗霉素Ａ），根据细胞浓
度分为２０００组、４０００组、６０００组和８０００组，根据有无血清和不同的解偶联剂浓度分为血清＋低解偶联剂组、血清＋高解偶联剂
组、无血清＋低解偶联剂组和无血清＋高解偶联剂组。在ＳｅａｈｏｒｓｅＸＦ９６中测定线粒体的耗氧率（ＯＣＲ）和细胞外酸化率（ＥＣＡＲ），
并比较ＨＵＶＥＣ细胞和Ｕ８７细胞各组线粒体的基础氧耗、质子漏、最大呼吸能力、非线粒体的氧耗、储备的呼吸能力、三磷酸腺苷
（ＡＴＰ）生成能力、线粒体呼吸潜力和偶联效率；比较 ＨＵＶＥＣ细胞和 Ｕ８７细胞之间上述指标的差异；观察血清和解偶联剂浓度对
ＨＵＶＥＣ细胞线粒体功能的影响。结果　在 ＨＵＶＥＣ细胞和 Ｕ８７细胞中，２０００组 ＯＣＲ显著低于 ４０００组、６０００组和 ８０００组
（Ｐ＜０．０１）；２０００组的ＥＣＡＲ显著低于４０００组（Ｐ＜０．０１），４０００组显著低于６０００组和８０００组（Ｐ＜０．０１）。在ＨＵＶＥＣ细胞中，
与２０００组比较，６０００组和８０００组的基础氧耗、储备的呼吸能力、ＡＴＰ生成能力和最大呼吸能力增强（Ｐ＜０．０５），８０００组非线粒
体的氧耗和质子漏增强（Ｐ＜０．０５）；在Ｕ８７细胞中，与２０００组比较，６０００组和８０００组的基础氧耗、非线粒体的氧耗和最大呼吸能力
增强（Ｐ＜０．０５），８０００组ＡＴＰ生成能力、储备的呼吸能力和质子漏增强（Ｐ＜０．０５）；ＨＵＶＥＣ细胞和Ｕ８７细胞各组间线粒体的偶联效
率和线粒体呼吸潜力比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ｕ８７细胞８０００组的质子漏高于ＨＵＶＥＣ细胞（Ｐ＜０．０５）；ＨＵＶＥＣ细胞
２０００组、６０００组和８０００组的偶联效率高于Ｕ８７细胞（Ｐ＜０．０５）；ＨＵＶＥＣ细胞６０００组的ＡＴＰ生成能力和储备的呼吸能力高于Ｕ８７
细胞（Ｐ＜０．０５）；ＨＵＶＥＣ细胞和Ｕ８７细胞各组基础氧耗、最大呼吸能力、非线粒体的氧耗、线粒体呼吸潜力比较差异均无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。血清＋低解偶联剂组储备的呼吸能力和线粒体呼吸潜力高于无血清＋低解偶联剂组（Ｐ＜０．０５），其余指标组间比较差
异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；血清 ＋高解偶联剂组和无血清 ＋高解偶联剂组的线粒体功能各指标差异均无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。结论　随着细胞浓度的不断增加，ＨＵＶＥＣ细胞和Ｕ８７细胞的ＯＣＲ和ＥＣＡＲ不断升高，细胞浓度会影响两种细胞线粒
体的ＯＣＲ和ＥＣＡＲ，ＨＵＶＥＣ细胞和Ｕ８７细胞的质子漏和偶联效率存在显著差异，血清会影响ＨＵＶＥＣ细胞线粒体储备的呼吸能力和
线粒体呼吸潜力。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ；ｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；ｏｘｙｇｅｎｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ；Ｓｅａｈｏｒｓｅ

　　线粒体是一种存在于真核细胞内、具有双层膜结
构的细胞器，是细胞进行有氧氧化和能量转换的主要

场所［１］，细胞生命活动所需能量的８０％来自线粒体，
因而线粒体也被喻为细胞的动力工厂。线粒体的功能

研究对于了解细胞的能量代谢尤为重要，通过检测细

胞的氧消耗量和三磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＡＴＰ）生成量可以反映线粒体的呼吸功能［２４］。以往通

常采用Ｃｌａｒｋ电极来检测线粒体的呼吸功能，但该方
法需从完整的细胞中分离线粒体，无法保证线粒体的

质量和数量，且需要使用大量的电池、电极、染料、放射

性物质，并需要进行细胞裂解，具有很大的局限性。

细胞外流量检测仪ＳｅａｈｏｒｓｅＸＦ９６是一款通过检
测细胞外流量分析线粒体有氧代谢、细胞代谢和糖酵

解等的新型仪器，可以精准、实时测量活细胞和组织的

能量代谢［５］。该仪器可利用光学传感器和特殊的微

孔板设计，实现对耗氧率（ｏｘｙｇｅｎｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｒａｔｅ，
ＯＣＲ）和ｐＨ值的无创检测。细胞外酸化率（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅ，ＥＣＡＲ）和ＯＣＲ可分别反映糖酵解
和线粒体呼吸功能，从而快速评估细胞内线粒体的有

氧代谢和糖酵解的能量代谢状态［６］。以往关于细胞浓

度对线粒体功能影响的研究较少，研究者往往通过查阅

文献，选择相应的细胞浓度或药物浓度进行实验，但在

实际工作中，很多原代培养的细胞无可参考的细胞浓

度，而是否进行细胞浓度的优化对研究至关重要；此外，

在检测线粒体功能时，为了保持细胞活性，往往会在培

养基中加入少量血清，但是血清是否会影响线粒体功能

目前尚不清楚。因此，本研究拟利用ＳｅａｈｏｒｓｅＸＦ９６探
讨不同细胞浓度和血清对线粒体功能的影响，以期为后

续建立稳定的细胞模型提供依据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
２０μＬ、２００μＬ多道移液器（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公

司），电动吸液器（美国Ａｘｇｅｎ公司），细胞外流量检测
仪ＳｅａｈｏｒｓｅＸＦ９６（美国 ＳｅａｈｏｒｓｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司），超
净工作台（苏州金净净化设备科技有限公司），细胞培

养箱（美国 ＮＵＡＩＲＥ公司），３７℃恒温培养箱（美国赛
默飞世尔科技有限公司），细胞计数仪（美国 Ｂｅｃｍａｎ
公司），纯水仪（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），台式低温冷冻离
心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。

Ｕ８７细胞由美国国立卫生研究院国家癌症研究所
提供，人脐静脉内皮细胞株（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ）为高原生理学与病理学教研
室保种，细胞线粒体应激试剂盒、ＸＦ９６Ｖ３聚苯乙烯
细胞培养微孔板、ＸＦ校准液、ＸＦ检测液等购自美国安
捷伦科技公司，胎牛血清、ＤＭＥＭ高糖培养基购自美
国Ｇｉｂｃｏ公司，丙酮酸钠、葡萄糖购自德国 Ｓｉｇｍａ公
司，氢氧化钠购自上海国药集团化学试剂有限公司，盐

酸购自济南大晖化工科技有限公司。
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１．２　方法
检测原理：在实验中使用９６孔检测板，检测板分

为上下两部分，上部分带有传感器探针，探针上带有粉

红色的荧光物质，可附着氢离子和氧气，探针中间是带

有光纤的钢针，检测板下面放置铺有单层细胞的细胞

培养板。当程序启动后，仪器会推动探针形成一个暂

时的密闭微环境，可在这个微环境中测量氧气和 ｐＨ
值的变化；当探针进入培养基液面后，会在每个孔中形

成２．２８μＬ的小室，从而实时检测氧分压和 ｐＨ值的
变化；当探针离开培养基液面，微环境又回到基线水

平，可通过斜率计算ＯＣＲ和ＥＣＡＲ。
细胞制备（实验前准备）：取对数生长期的细胞，

常规胰酶消化后制备细胞悬液，取１ｍＬ细胞悬液用
细胞计数仪进行计数，调整细胞浓度为 １×１０５／ｍＬ，
在ＸＦ９６Ｖ３聚苯乙烯细胞培养微孔板中加入 ８０μＬ
细胞悬液，浓度为２×１０３～８×１０３／孔，预留背景校正
孔（Ａ１、Ａ１２、Ｈ１、Ｈ１２角落的４个孔）不接种细胞，依
据细胞浓度分为 ２０００组、４０００组、６０００组和
８０００组。细胞接种完后，于３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培
养箱中培养过夜［６７］。

测试板水化：在实验前 １ｄ每孔加入 ２００μＬ
ＸＦ校准液，置于３７℃恒温培养箱中水化过夜，以激活
荧光探针。实验前调节ＸＦ检测液 ｐＨ值至７．４，并置
于３７℃恒温培养箱中预热。

细胞换液：移除细胞培养板中的培养液，每孔用

２００μＬＸＦ检测液清洗１次，去除ＸＦ检测液后再加入
１７５μＬ新鲜检测液，３７℃孵育２０ｍｉｎ。

药物稀释：选择细胞线粒体应激试剂盒，试剂盒中

有寡霉素、解偶联剂、抗霉素 Ａ和鱼藤酮４种药物，药
物浓度参考文献［８１０］，实验前每孔加入２５μＬＸＦ检
测液稀释药物［１１］。检测线粒体的基础氧耗，然后在加

药孔Ａ中加入寡霉素抑制有氧氧化的 Ｈ＋传递，测定
ＯＣＲ与基础氧耗的差值，间接反映线粒体的ＡＴＰ生成
能力；在加药孔Ｂ中加入解偶联剂，测定线粒体最大呼
吸能力和储备的呼吸能力（最大呼吸能力与基础氧耗的

差值）；在加药孔Ｃ中加入鱼藤酮和抗霉素Ａ抑制线粒
体的氧化呼吸链，测定质子漏（图１）。加入寡霉素后的
ＯＣＲ与加入鱼藤酮后的 ＯＣＲ差值即为非线粒体的氧
耗，ＡＴＰ生成能力与基础氧耗的比值即为偶联效率，最
大呼吸能力与基础氧耗的比值即为线粒体呼吸潜力。

血清实验：ＨＵＶＥＣ细胞悬液制备同上，调整细胞
浓度为１×１０５／ｍＬ，在ＸＦ９６Ｖ３聚苯乙烯细胞培养微
孔板中加入８０μＬ细胞悬液，进行测试板水化、细胞换
液等，分别使用含 ０．２５％胎牛血清和无血清的培
养基进行药物稀释，再分别加入浓度为 ２μｍｏｌ／Ｌ和
５μｍｏｌ／Ｌ的解偶联剂，分为血清 ＋低解偶联剂组、血

清＋高解偶联剂组、无血清 ＋低解偶联剂组和无血
清＋高解偶联剂组。

仪器设置：打开ＳｅａｈｏｒｓｅＸＦ９６和软件，加载检测
模板或使用新的模板，设置循环数、检测时间和药物混

合时间，修改保存路径。

校正及检测：点击“Ｓｔａｒｔ”按钮后，将测试版放入检
测仪中，仪器开始进行校正，１０～１５ｍｉｎ后仪器会自动
弹出测试板，放入细胞板后仪器会按照预先设定的程

序进行加药、混合和检测［８］。

图１　线粒体ＯＣＲ测定图
１．３　观察指标

观察不同浓度Ｕ８７细胞和ＨＵＶＥＣ细胞对线粒体
ＯＣＲ和 ＥＣＡＲ的影响；比较不同浓度 Ｕ８７细胞和
ＨＵＶＥＣ细胞对基础氧耗、储备的呼吸能力、最大呼吸
能力、非线粒体的氧耗、质子漏、ＡＴＰ生成能力、偶联效
率和线粒体呼吸潜力的影响以及两种细胞上述指标的

差异；观察血清对ＨＵＶＥＣ细胞基础氧耗、储备的呼吸
能力、最大呼吸能力、非线粒体的氧耗、质子漏、ＡＴＰ生
成能力、偶联效率和线粒体呼吸潜力的影响。

１．４　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ２６．０软件进行统计学分析，实验数据

以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素
方差分析，两两比较采用Ｔｕｋｅｙ法，以Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　细胞浓度对线粒体ＯＣＲ和ＥＣＡＲ的影响
ＨＵＶＥＣ细胞和Ｕ８７细胞２０００组ＯＣＲ显著低于

４０００组、６０００组和８０００组（Ｐ＜０．０１）；ＨＵＶＥＣ细胞
４０００组ＯＣＲ与６０００组、６０００组与８０００组比较，差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），４０００组 ＯＣＲ显著低于
８０００组（Ｐ＜０．０１）；Ｕ８７细胞４０００组 ＯＣＲ显著低于
６０００组和８０００组（Ｐ＜０．０１），６０００组ＯＣＲ与８０００
组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图 ２。
ＨＵＶＥＣ细胞和 Ｕ８７细胞２０００组的 ＥＣＡＲ显著低于
４０００组、６０００组和８０００组（Ｐ＜０．０１），４０００组显著
低于６０００组和 ８０００组（Ｐ＜０．０１）；ＨＵＶＥＣ细胞
６０００组和 ８０００组 ＥＣＡＲ比较，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；Ｕ８７细胞６０００组 ＥＣＡＲ显著低于８０００
组（Ｐ＜０．０１），见图３。
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２．２　细胞浓度对线粒体功能的影响
在ＨＵＶＥＣ细胞中，与 ２０００组比较，６０００组和

８０００组的基础氧耗、储备的呼吸能力、ＡＴＰ生成能力和
最大呼吸能力显著增强（Ｐ＜０．０５），２０００组与４０００组
相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与２０００组比较，
８０００组 非 线 粒 体 的 氧 耗 和 质 子 漏 显 著 增 强
（Ｐ＜０．０５），４０００组及６０００组与２０００组相比，差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；线粒体的偶联效率和
线粒体呼吸潜力各组间比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５），见图４。在Ｕ８７细胞中，与２０００组比较，
６０００组和８０００组的基础氧耗、非线粒体的氧耗和最
大呼吸能力显著增强（Ｐ＜０．０５），２０００组与４０００组
相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与２０００组比较，
８０００组 ＡＴＰ生成能力、储备的呼吸能力和质子漏显
著增强（Ｐ＜０．０５），４０００组及６０００组与２０００组相
比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；线粒体的偶联效率
和线粒体呼吸潜力各组间比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５），见图５。

ａ：ＨＵＶＥＣ细胞；ｂ：Ｕ８７细胞
图２　细胞浓度对线粒体ＯＣＲ的影响

ａ：ＨＵＶＥＣ细胞；ｂ：Ｕ８７细胞
图３　细胞浓度对线粒体ＥＣＡＲ的影响

：与２０００组比较，Ｐ＜０．０５
图４　细胞浓度对ＨＵＶＥＣ细胞线粒体功能的影响
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２．３　不同浓度下两种细胞线粒体功能的比较
ＨＵＶＥＣ细胞和Ｕ８７细胞２０００组、４０００组、６０００

组的质子漏比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），Ｕ８７细
胞８０００组的质子漏显著高于ＨＵＶＥＣ细胞（Ｐ＜０．０５）；
ＨＵＶＥＣ细胞２０００组、６０００组和８０００组的偶联效率

显著高于Ｕ８７细胞（Ｐ＜０．０５）；ＨＵＶＥＣ细胞６０００组
的ＡＴＰ生成能力和储备的呼吸能力显著高于 Ｕ８７细
胞（Ｐ＜０．０５）；两种细胞各组间基础氧耗、最大呼吸能
力、非线粒体的氧耗、线粒体呼吸潜力比较差异均无统

计学意义（Ｐ＞０．０５），见图６。

：与２０００组比较，Ｐ＜０．０５
图５　细胞浓度对Ｕ８７细胞线粒体功能的影响

ａ：基础氧耗；ｂ：最大呼吸能力；ｃ：质子漏；ｄ：非线粒体的氧耗；ｅ：ＡＴＰ生成能力；ｆ：储备的呼吸能力；ｇ：偶联效率；ｈ：线粒体呼吸潜力
１：ＨＵＶＥＣ细胞；２：Ｕ８７细胞；：与ＨＵＶＥＣ细胞比较，Ｐ＜０．０５

图６　不同细胞浓度下两种细胞线粒体功能比较
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２．４　血清对线粒体功能的影响
血清＋低解偶联剂组储备的呼吸能力和线粒体呼

吸潜力显著高于无血清 ＋低解偶联剂组（Ｐ＜０．０５），
非线粒体的氧耗、基础氧耗、最大呼吸能力、质子漏、

ＡＴＰ生成能力、偶联效率组间比较差异均无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）；血清 ＋高解偶联剂组和无血清 ＋高解
偶联剂组的线粒体功能各指标差异均无统计学意义

（Ｐ＞０．０５），见图７。

１：无血清＋低解偶联剂组；２：血清＋低解偶联剂组；３：无血清＋高解偶联剂组；４：血清 ＋高解偶联剂组　 ：与无血清 ＋低解偶联

剂组比较，Ｐ＜０．０５

图７　血清对ＨＵＶＥＣ细胞线粒体功能的影响

３　讨论

以往研究仅单独对Ｕ８７细胞和ＨＵＶＥＣ细胞的线
粒体ＯＣＲ和 ＥＣＡＲ进行分析，未对两种细胞进行比
较。ＨＵＶＥＣ细胞浓度有１００００／孔［１２］、１５０００／孔［１３］、

３００００／孔［１４］，Ｕ８７细 胞 浓 度 有 １２０００／孔［１５］ 或

（２００００～３００００）／孔［１６］，不同研究结果差异较大。

本研究对Ｕ８７细胞和 ＨＵＶＥＣ细胞进行浓度优化，结
果显示，随着细胞浓度的升高，线粒体的呼吸功能增

强；当细胞浓度为２０００／孔时，ＨＵＶＥＣ细胞、Ｕ８７细胞
的线粒体ＯＣＲ和ＥＣＡＲ之间差异无统计学意义，而当
细胞浓度为４０００／孔时，两种细胞的ＯＣＲ和ＥＣＡＲ之
间存在显著差异。这可能是由于细胞浓度过低容易使

本身存在差异的数据被掩盖，出现假阴性结果。本研

究的ＯＣＲ和ＥＣＡＲ都不高，在后续的实验中，可以适
当提高细胞浓度，选择８０００／孔或更高的细胞浓度，以
期获得更高的ＯＣＲ和ＥＣＡＲ，更准确地反映其对线粒
体功能的影响。

细胞的线粒体 ＯＣＲ和 ＥＣＡＲ分别反映了细胞的
氧化磷酸化水平和糖酵解水平，不同细胞类型之间

ＯＣＲ差异较大，其代表着粒线体处于基础状态时的耗
氧效率。有文献报道，Ｕ８７细胞的 ＥＣＡＲ较高，ＯＣＲ
相对较低，仅为２０～８０ｐｍｏｌ·ｍｉｎ－１［１５］；而ＨＵＶＥＣ细

胞的ＯＣＲ一般在５０～２００ｐｍｏｌ·ｍｉｎ－１［１３，１７］。本研究
结果显示，各组基础氧耗无统计学差异，且两种细胞的

ＯＣＲ都低于文献报道，这可能是由不同实验所使用的
细胞浓度不同所致。Ｕ８７细胞的 ＯＣＲ较低可能是由
肿瘤细胞的Ｗａｒｂｕｒｇ效应导致，健康细胞依靠线粒体
氧化糖类分子释放能量，而肿瘤细胞产生能量的方式

比较特别，大多数肿瘤细胞是通过产能率相对较低的

糖酵解作用为自身供能，不需要氧气及线粒体参与。

因此，有学者推测这种变化的代谢是癌症发生的根本

原因［１５］，对有氧代谢和糖酵解的调控也一直是癌症研

究的重点。癌细胞一般具有高耗氧能力，但其在低氧

环境中仍然能够生存，如高级别胶质瘤，尤其是胶质母

细胞瘤，其特征是具有高速增殖的能力，Ｕ８７细胞就是
一种增殖速度相对较快的胶质瘤细胞系。较高的

ＥＣＡＲ提示糖酵解的增加，Ｕ８７细胞的主要能量代谢
途径是糖酵解，而内皮细胞的线粒体含量较低，也主要

通过糖酵解氧化葡萄糖，但具体机制还需进一步研究

加以验证［１８］。

本研究比较了ＨＵＶＥＣ细胞和Ｕ８７细胞在不同浓
度时线粒体功能的变化，结果显示，当细胞浓度为

２０００／孔、４０００／孔和６０００／孔时，两种细胞的质子漏
无显著差异，而当细胞浓度升高到８０００／孔时，Ｕ８７细
胞的质子漏显著高于ＨＵＶＥＣ细胞。解偶联剂可破坏
三磷酸腺苷合酶的合成，将其加入到细胞的线粒体中

可产生典型的质子漏。在生理情况下，线粒体质子漏

的发生使得氧化磷酸化得到最优的偶联系数，从而使

产热和氧化磷酸化这两个对机体十分重要的过程达到
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精确的平衡［１９］。质子漏的耗氧对细胞呼吸具有很强

的控制作用，同时质子漏也是重要的产热过程，且能引

起线粒体内膜通透性改变的物质都可以影响质子漏。

因此，ＨＵＶＥＣ细胞和 Ｕ８７细胞质子漏的差异不仅与
其本身的基础代谢有关，也反映了线粒体内膜通透性

的差异。在实验中，我们加入解偶联剂用来测定细胞

储备的呼吸能力，其为评估线粒体储备能力的一个极

其稳定的功能参数，可反映线粒体满足超出基础水平

的额外能量需求的能力，以应对急性细胞应激或沉重

的工作负荷，灵敏度高［２０］。本研究结果显示，Ｕ８７细
胞６０００组储备的呼吸能力显著低于ＨＵＶＥＣ细胞，说
明在应激情况下，Ｕ８７细胞额外能量需求的能力不如
ＨＵＶＥＣ细胞，这可能是由于糖酵解并不是肿瘤细胞所
特有的代谢表型，想要探寻这种差异的原因还需要更

深入的研究。

在以往的实验中，为了防止细胞在无血清培养基

中时间过长，往往会添加低浓度的血清为细胞提供营

养，保持细胞活性，但血清的添加是否会对线粒体功能

造成影响目前尚无相关文献报道。本研究通过在配制

的药物中加入低浓度（０．２５％）的血清，观察其是否会
影响线粒体的呼吸功能，结果显示，血清仅对线粒体储

备的呼吸能力和线粒体呼吸潜力产生影响，其余的线

粒体功能指标未受影响，提示在测定线粒体呼吸功能

时，血清对ＨＵＶＥＣ细胞线粒体功能的影响较小，但在
其他细胞中是否也有相似的结果还需进一步研究。此

外，本研究中血清组和无血清组的线粒体功能在解偶

联剂为５μｍｏｌ／Ｌ时均无显著性差异，说明当达到一定
浓度后，持续增加解偶联剂的浓度不会增强线粒体的

呼吸功能。

在荧光技术之前，线粒体呼吸功能测定主要利用

Ｃｌａｒｋ电极［２１２３］，这种氧分压测量的方法最为经典。但

Ｃｌａｒｋ电极主要适用于非黏附的细胞，如循环造血细胞
或一些悬浮的肿瘤细胞等，其分析成本较低，但存在以

下缺点：所需的样本量较大，在测定原代培养物、临床

样品或干细胞时具有较大的限制；通量较低，一般只能

检测１～２个样本；需要分离线粒体，不能直接进行检
测，且样本检测后不能用于其他实验。而通过Ｓｅａｈｏｒｓｅ
ＸＦ９６，研究者能更快、更简易地了解细胞以及线粒体
如何运用不同的物质作为能量来源，评估疾病与氧代

谢和线粒体状态之间的相互作用，分析代谢调节药物

的生理效应，快速筛选出具有开发潜力的药物及进行

药物毒性评估等。目前，ＳｅａｈｏｒｓｅＸＦ９６已被广泛应用

于药物筛选、药物转化、病理毒理、细胞生理、细胞代谢

等热门研究领域，是进行细胞活力评价、药物药效评

估、线粒体功能和代谢疾病分析等的有效手段［５］。

本研究总结实验的注意事项如下：①为保证结果
的准确性和稳定性，建议每组设置３～４个复孔；以第
１列和第１２列作为空白和对照，防止边缘效应。②根
据实验设计，细胞培养板需要在实验开始前提前准备，

细胞需加入细胞培养板中培养过夜，如需额外加入药

物，需提前种植细胞。③检测板上部带有传感器探针，
荧光探针若失效会严重影响实验结果，应在有效期内

使用，使用后可置于－２０℃保存６个月。为了建立稳
定、可靠的实验方法，得到真实、可靠、可重复的实验数

据，在进行线粒体功能测定之前一定要查阅文献，若文

献中没有所研究的细胞系，需要在实验开始前进行预

实验摸索，选择合适的细胞浓度及解偶联剂、寡霉素、

鱼藤酮和抗霉素Ａ浓度，严格按照说明书进行实验。
综上所述，细胞浓度会影响线粒体 ＯＣＲ和

ＥＣＡＲ，ＨＵＶＥＣ细胞和Ｕ８７细胞的质子漏和偶联效率
存在显著差异，在后续的实验中，ＨＵＶＥＣ细胞和 Ｕ８７
细胞可选择８０００／孔或更高的细胞浓度，解偶联剂浓
度使用２μｍｏｌ／Ｌ，在使用血清进行药物稀释时，充分
考虑血清对线粒体功能的影响，以建立稳定的检测线

粒体功能的方法。本研究对于药物浓度的摸索、实验

条件的进一步优化没有过多涉及，有待在后续的实验

中进一步完善。
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